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   :ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﺑﻴﻨﻲ ﺑﻪ ﺧﺎﻃﺮ  اﻳﻤﻨﻲ ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ از ﻃﺮﻳﻖ دﻫﺎن و
 ﻛﺎرﺑﺮد آﺳﺎن و ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ اﻓﺰاﻳﺶ اﻳﻤﻨﻲ ﺣﻔﺎﻇﺘﻲ ﻣﺨﺼﻮﺻﺎً
ﻋﻠﻴﻪ ﭘﺎﺗﻮژن ﻫﺎي ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﺗﻮﺟﻪ زﻳﺎدي را ﺑﻪ ﺧﻮد ﺟﻠﺐ 
   از ﻣﺤﻘﻘﻴﻦ ﮔﺰارش ﺗﻌﺪاد زﻳﺎدي(. 1،2)ﻛﺮده اﺳﺖ 
 وﻛﻪ ﺗﺤﻮﻳﻞ واﻛﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ از ﻃﺮﻳﻖ دﻫﺎن داده اﻧﺪ 
ﺑﻴﻨﻲ ﺑﺪون اﺳﺘﻔﺎده از ﻳﻚ ﻧﺎﻗﻞ ﺗﺤﻮﻳﻞ دﻫﻨﺪه ﻳﺎ ادﺟﻮاﻧﺖ 
و اﻧﺘﺮوﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺣﺴﺎس ( tc )ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻛﻠﺮاﺗﻮﻛﺴﻴﻦ
در  اﻏﻠﺐ ﺑﻪ ﺷﺪت ﺿﻌﻴﻒ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و (TL )ﺑﻪ ﺣﺮارت
. ﺑﻌﻀﻲ ﻣﻮاﻗﻊ ﺑﺎ ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﺿﻌﻴﻔﻲ ﻫﻤﺮاه ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
  ﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﻳﻚـﻫﺎي واﻛﺴﻦ ﻧﻮﺗ نژاﺳﺘﻔﺎده ﻫﻤﺰﻣﺎن آﻧﺘﻲ 
  
ﻃﻮر ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ  ﻮﻛﻮﺳﻲ ﻗﻮي ﺑﻪادﺟﻮاﻧﺖ ﻣ
اﻳﻦ اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﺎﺳﺦ ﺑﺎ واﻛﺴﻦ ﻫﺎي . را اﻓﺰاﻳﺶ ﻣﻲ دﻫﺪ
 در ﺑﻌﻀﻲ ﻣﻮاﻗﻊ ﺣﺘﻲ ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و
  .ﺳﻄﺢ ﺑﺎﻻﺗﺮي دارد
 ﻧﮕﺮاﻧﻲ در ﻣﻮرد اﻳﻤﻨﻲ ﺳﻤﻴﺖ،ﺧﺎﺻﻴﺖ اﻳﺠﺎد 
(. 3) اﻳﻦ ادﺟﻮاﻧﺖ ﻫﺎ را اﻓﺰاﻳﺶ داده اﺳﺖ اﺳﺘﻔﺎده از
ﻣﺸﻜﻞ ﺳﻤﻴﺖ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻛﺎﻣﻞ ﻳﻚ دﻳﺪﮔﺎه ﺑﺮاي ﺣﻞ 
 ﻏﻴﺮ ﺗﻮﻛﺴﻴﻚ اﻳﻦ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎ Bزﻳﺮ واﺣﺪ  اﺳﺘﻔﺎده از
زﻣﺎﻳﺸﺎت ﭘﺰﺷﻜﻲ ارزﻳﺎﺑﻲ ر آﻧﻬﺎ دآﻛﻪ اﻳﻤﻨﻲ  ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 ﻳﻚ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﻌﺮوف از ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﻫﺎي tc (.4) ﺷﺪه اﺳﺖ
  :ﭼﻜﻴﺪه
 Btc( )B nixot arelohc=  ﻛﻠﺮا ﺗﻮﻛﺴﻴﻦBواﺣﺪ  ژن ﻫﺎ ﺑﺎ زﻳﺮ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﻳﺎ اﺗﺼﺎل ژﻧﺘﻴﻜﻲ آﻧﺘﻲ :زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف
 4 ﺑﻪ ژن ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه ﻧﺎﺣﻴﻪ Btcﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ اﺗﺼﺎل . ﻛﻨﺪﺑﺎدي ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﻗﻮي اي را اﻳﺠﺎد ﻣﻲﭘﺎﺳﺦ آﻧﺘﻲ
 ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮﻳﻚ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان (4DaP=4 niamoD negitna evitcetorP )آﻧﺘﻲ ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه
  .ﻛﺎﻧﺪﻳﺪا واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎري ﺳﻴﺎه زﺧﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 وBtc ﻫﺎي   ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺮاي ژنRCP در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺗﺠﺮﺑﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ واﻛﻨﺶ :روش ﺑﺮرﺳﻲ
 4DaP ﺳﭙﺲ ژن . ﻛﻠﻮن ﺷﺪﻧﺪrotcev ysae T-MEGPﺜﻴﺮ ﺷﺪه ﺑﻪ ﻃﻮر ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ در  اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ژن ﻫﺎي ﺗﻜ4DaP
 زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ a82TEP در 4DaP-Btc ﺑﺎ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪ و ژن اﻣﺘﺰاج ﺷﺪه Btc ژن 3'ﺑﻪ اﻧﺘﻬﺎي 
ﺗﻮﺳﻂ وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ و ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ ﺗﺤﺖ  iloc.E ﺑﺎﻛﺘﺮي 12LBﺳﻮﻳﻪ . ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ
 و وﺳﺘﺮن EGAP.SDSﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﺗﻜﻨﻴﻚ ( )GTPIﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ -1- D-ﺑﺘﺎ -اﻳﺰوﭘﺮوﭘﻴﻞﺎي اﻟﻘ
  .  ﺑﻼت ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
اﻳﻦ . ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﻣﻮرد ﺗﺄﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ  و RCP ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪ و ﺑﺎ ﺗﻜﻨﻴﻚ 4DaP-Btc ژن اﻣﺘﺰاج ﺷﺪه :ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺑﻴﺎن ﮔﺮدﻳﺪ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ 73ﺎي ﺑﻬﻴﻨﻪ در دﻣ12LB ﺳﻮﻳﻪ  iloc.E  ژن در ﺑﺎﻛﺘﺮي
  .   ﺑﻼت ﺗﺄﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ وﺳﺘﺮن و EGAP.SDS ﺗﻜﻨﻴﻚ ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎ. ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪ
ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان واﻛﺴﻦ زﻳﺮ واﺣﺪي ﻛﺎﻳﻤﺮ اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻌﺪ از ﺑﺮرﺳﻲ اﻳﻤﻨﻲ زاﻳﻲ ﻣﻲ: ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي
  . ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺧﻮراﻛﻲ ﻳﺎ اﺳﺘﻨﺸﺎﻗﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮدﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲﻠﻴﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺟﺪﻳﺪ و ﻣﻮﺛﺮ ﻋ
  
  .واﻛﺴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ، B، ﻛﻠﺮا ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ.ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه،آﻧﺘﻲ،اﻣﺘﺰاج :ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪيواژه
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اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ وﻳﺒﺮﻳﻮ ﻛﻠﺮا  )BA( ﭼﻨﺪ زﻳﺮ واﺣﺪي
ﺞ  و ﭘﻨA ﺷﺎﻣﻞ ﻳﻚ زﻳﺮ واﺣﺪ tcﻣﻮﻟﻜﻮل . ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲ ﺷﻮد
 (Btc ) ﻛﻠﺮاﺗﻮﻛﺴﻴﻦBزﻳﺮ واﺣﺪ .  اﺳﺖBزﻳﺮ واﺣﺪ 
 ﭘﻠﻲ ﭘﭙﺘﻴﺪ ﻣﺸﺎﺑﻪ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺟﻤﻊ 5ﻣﺘﺸﻜﻞ از 
ﻘﻪ اي ﺷﻜﻞ ﻠﻳﻚ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﭘﻨﺘﺎﻣﺮﻳﻚ ﭘﺎﻳﺪار ﺣ و ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ
  ﺑﻪ ﺻﻮرت اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ ﺑﻪ  Btc .آورﻧﺪوﺟﻮد ﻣﻲﻪ را ﺑ
ﻛﻪ در ﻏﺸﺎي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي  1MGﻫﺎي ﮔﺎﻧﮕﻠﻴﻮزﻳﺪ ﻣﻮﻟﻜﻮل
  ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ ﺷﻮد،ﺎ ﻗﺮار دارﻧﺪﻫ llecM اﭘﻴﺘﻠﻴﺎل روده و
ﻟﻜﻮل اﻧﺘﻘﺎل دﻫﻨﺪه ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺮاي ﻮ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ ﻣBtc(. 5)
ﻫﺎي آﻧﺘﻲ ژﻧﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﺧﺎرﺟﻲ ﻣﺎﻧﻨﺪ واﻛﺴﻦ
 (.6) ﻫﺎي ﺧﻮدي اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ ﺷﻮد ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ و آﻧﺘﻲ ژن
ﻟﻜﻮل اﻧﺘﻘﺎل دﻫﻨﺪه ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻮﺛﺮي ﺑﺮاي ﺗﺮﺷﺢ ﻮﻣ Btc
ﺘﻲ ﻮﻛﻮﺳﻲ ﺑﺮاي آﻧــﻲ ﺑﺎدي ﺳﻴﺴﺘﻤﻴﻚ و ﻣـــﭘﺎﺳﺦ آﻧﺘ
  ﻫﺎي ﻛﻨﮋوﮔﻪ ﺷﺪه ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ و ژﻧﺘﻴﻜﻲ  ژن
ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و ﻋﻠﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﺧﻮد اﻳﻤﻨﻲ اﻳﺠﺎد ﺗﺤﻤﻞ 
ﻣﻘﺪار ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﻨﮋوﮔﻪ (. 7-9 )اﻳﻤﻨﻲ ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ
 ﺑﺮاﺑﺮ ﻧﺴﺒﺖ 00001، Tﺷﺪه ﺑﺮاي ﻓﻌﺎل ﺳﺎزي ﺳﻠﻮل ﻫﺎي 
  (. 01) زاد ﻛﻤﺘﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪآﺑﻪ آﻧﺘﻲ ژن 
ﺑﺮاي  Btc  وﺳﻴﻠﻪاﺛﺮات اﻧﺘﻘﺎل ﻛﺎرآﻣﺪ آﻧﺘﻲ ژن ﺑﻪ
اﻓﺰاﻳﺶ ﭘﺎﺳﺦ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﺳﻴﺴﺘﻤﻴﻚ و ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﺑﻪ 
  ﺳﻠﻮل ﻫﺎي دﻧﺪرﺗﻴﻚ.واﻛﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن ﻣﺤﺪود ﻧﻤﻲ ﺷﻮد
 ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ اﻓﺰاﻳﺶ ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ اﺻﻠﻲ Btc ﻓﻌﺎل ﺷﺪه ﺑﺎ (CD)
ﺳﺎزﮔﺎري ﺑﺎﻓﺘﻲ و ﺗﺮﺷﺢ ﻫﻤﺰﻣﺎن ﻣﻮﻟﻜﻮل ﻫﺎي ﺛﺎﻧﻮﻳﻪ 
 را روي ﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي 68DC و 08DCﻣﺎﻧﻨﺪ 
و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺎﻋﺚ ﺗﺮﺷﺢ ﺪ ﻨﻛﻨاﻳﺠﺎد ﻣﻲ دﻧﺪرﺗﻴﻚ
اﻳﻦ ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ ﻣﻤﻜﻦ . ﺷﻮﻧﺪﺳﻴﺘﻮﻛﺎﻳﻦ ﻫﺎي ﭘﻴﺶ اﻟﺘﻬﺎﺑﻲ ﻣﻲ
اﺳﺖ ﻛﻪ ﻳﻚ ﺗﻜﻨﻮﻟﻮژي ﺟﺪﻳﺪ ﺑﻪ ﻧﺎم واﻛﺴﻦ ﻫﺎي ﻓﻌﺎل 
ﻫﺎي ﻛﻨﮋوﮔﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ(. 11)  را ﺑﻪ وﺟﻮد آوردCDﺷﺪه ﺑﺎ 
ﻫﺎي ﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦــﻧﺴﺒﺖ ﺑ( اﺗﺼﺎل ژﻧﺘﻴﻜﻲ )Btcﺪه ﺑﻪ ـــﺷ
ل ﭘﺎﺳﺦ ﺑﺎ اﻳﻦ ﻣﻮﻟﻜﻮ( اﺗﺼﺎل ﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ)ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪه 
   (. 11،21) ﺪﻨاﻳﻤﻨﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي را ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻣﻲ ﻛﻨ
ﻞ ﺑﺎﻋﺚ ﺒ ﻗﺎﻫ  از ﺳﺎلﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ
ﺷﺪه ن وﺣﺸﻲ و ﺧﺎﻧﮕﻲ ااﻳﺠﺎد ﺑﻴﻤﺎري در ﮔﻴﺎه ﺧﻮار
اﮔﺮﭼﻪ ﺷﻴﻮع ﺳﻴﺎه زﺧﻢ ﻃﺒﻴﻌﻲ در اﻧﺴﺎن ﺑﺴﻴﺎر ﻛﻢ . اﺳﺖ
ي اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺮاي وﻟﻲ ﺑﻪ ﺧﺎﻃﺮ ﭘﺘﺎﻧﺴﻴﻞ ﺑﺎﻻ، ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 ﺗﻼش ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ ،ح ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻚاﺳﺘﻔﺎده ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺳﻼ
. واﻛﺴﻦ اﻧﺴﺎﻧﻲ ﻋﻠﻴﻪ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ
 دو ﻓﺎﻛﺘﻮر اﺻﻠﻲ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲو ﻛﭙﺴﻮل  ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ
ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ (. 31-51) ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪﺎﻛﺘﺮي ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاﻳﻲ اﻳﻦ ﺑ
وﺳﻴﻠﻪ ﺳﻪ ﻪ  ﻳﻚ ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ ﺳﻪ ﻗﺴﻤﺘﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺑﺎﻛﺘﺮي
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﻳﻦ ﺳﻪ. ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﻧﻮﻣﺮ ﻏﻴﺮﺳﻤﻲ اﻳﺠﺎد ﻣﻲ ﺷﻮد
 ﻳﻚ ﻣﺘﺎﻟﻮﭘﺮوﺗﺌﺎز FL. ﺪﻨﻣﻲ ﺑﺎﺷ FE و aP، FLﺷﺎﻣﻞ
واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ روي اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﺴﻴﺮ ﺳﻴﮕﻨﺎﻟﻲ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﻴﻨﺎز 
 ﻳﻚ آدﻧﻴﻼت FE. واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﻣﻴﺘﻮژن را ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﻣﻲ ﺳﺎزد
 ﻛﻠﺴﻴﻢ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺳﻴﻜﻼز واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﻛﺎﻟﻤﺎدوﻟﻴﻦ و
 و  FE .ﻛﻨﺪ  ﺣﻠﻘﻮي داﺧﻞ ﺳﻠﻮﻟﻲ را ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ ﻣﻲPMA
 .ﻴﺘﻮزول اﺛﺮات ﺳﻤﻲ ﺧﻮد را اﻋﻤﺎل ﻣﻲ ﻛﻨﻨﺪ در ﺳFL
از ﻓﻀﺎي ﺧﺎرج FE  و FL ﻳﻚ ﺣﺎﻣﻞ ﺑﺮاي اﻧﺘﻘﺎل AP
ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ (. 61) ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﻪ ﺳﻴﺘﻮزول ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
  ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺗﻮﻛﺴﻴﻦFE/aP و FL/aP دوﺗﺎﻳﻲ
آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي . ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ادم ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ ﻣﺮگ و
 ﺑﻪ aP  ﺑﺎ واﺳﻄﻪFE و FL اﻧﺘﻘﺎل aP اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻋﻠﻴﻪ
ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ  ﻦ ادم وﻴﺗﻮﻛﺴ درون ﺳﻠﻮل را ﻣﻨﻊ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ و
 ﻳﻚ آﻧﺘﻲ ژن اﺻﻠﻲ aPﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ . ﻣﺮگ را ﺧﻨﺜﻲ ﻣﻲ ﺳﺎزد
 ﺑﻪ ﻳﻚ aP.  ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪﺳﻴﺎه زﺧﻢدر ﺑﻴﺸﺘﺮ واﻛﺴﻦ ﻫﺎي 
 RTA ﻛﺸﻒ ﺷﺪه اﺳﺖ ﺑﻪ ﻧﺎم رﺳﭙﺘﻮر ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻛﻪ اﺧﻴﺮاً
اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻘﺶ اوﻟﻴﻪ در اﺗﺼﺎل (. 71)ﺷﻮد ﻣﺘﺼﻞ ﻣﻲ 
 ﭼﻬﺎر اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ واﺳﻄﻪ  ﻧﺎﺣﻴﻪ وارددﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﻫﺪف 
 4ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ .  ﺑﻪ رﺳﭙﺘﻮر ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪaPاﺗﺼﺎل 
اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺪف ﺟﺬاب و وﻳﮋه ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪا 
  . واﻛﺴﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺎ ﻫﺪف ﻛﻠﻮن، اﻣﺘﺰاج و ﺑﻴﺎن 
ژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس  آﻧﺘﻲ4ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
 ﻃﺮاﺣﻲ iloc.Eﺑﺎﻛﺘﺮي   درBtcﺑﺎ ( 4DaP)آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ 
  .ﮔﺮدﻳﺪ
  
 :  ﺑﺮرﺳﻲروش
ژن اﺑﺘﺪا   ﺗﺠﺮﺑﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ،در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ
ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﻣﺘﺼﻞ   4DaP ﻛﺪ ﻛﻨﻨﺪه  ژنﺑﻪ Btc
ژن اﺑﺘﺪا ﻫﺮ دوي اﻳﻦ  ﺮاي اﺗﺼﺎل ژﻧﺘﻴﻜﻲ اﻳﻦ دوـــﺑ. ﺷﺪ
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ﻫﺎ در وﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪﻧﺪ و ﺑﻪ  ژن
 ﺑﻪ ﻫﻢ ﻣﺘﺼﻞ وﺳﻴﻠﻪ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ اﻳﻦ دو ژن
 را ﺑﻌﺪ از ﺟﺎﻳﮕﺎه 4DaPدر ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو ژن ﺳﭙﺲ  .ﺷﺪﻧﺪ
 ﻛﻪ ﻳﻚ ﻟﻴﻨﻜﺮ PGPG ﺗﻮاﻟﻲ ﻟﻴﻨﻜﺮ ΙHmaBﺑﺮش 
 اﻳﻦ ﻟﻴﻨﻜﺮ ﺑﺮاي اراﺋﻪ اﭘﻲ . ﻗﺮار دادﻳﻢ،اﻧﻌﻄﺎف ﭘﺬﻳﺮ اﺳﺖ
ﻋﺪم ﺗﺪاﺧﻞ اﻳﻦ دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻫﺎي اﻳﻦ دو ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﺗﻮپ
  در ﺑﺎﻛﺘﺮي4DaP-Btcﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ ﺌﭘﺮوﺗ. ﺿﺮوري ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
 ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻳﻚ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪا واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴﻪ  ﮔﺮدﻳﺪ وﺎنﻴﺑ iloc.E
  .اﻳﻦ ﭘﺎﺗﻮژن در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ
ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز، ) ufp ﭘﻠﻴﻤﺮاز ANDدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ از 
ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز، ) ΙHmaB و IIIdniH ΙlaSﻫﺎي ، آﻧﺰﻳﻢ(ﻟﻴﺘﻮاﻧﻲ
 ، وﻛﺘﻮر(8070CP، وﻳﻮاﻧﺘﻴﺲ، ﻣﺎﻟﺰي) GTPI ،(ﻟﻴﺘﻮاﻧﻲ
 (3-46896، ﻳﻜﺎآﻣﺮ ﻣﺘﺤﺪه اﻳﺎﻻت ﻧﻮاژن،) a82-TEp ﺑﻴﺎﻧﻲ
 اﺳﺘﻔﺎده (0631A ،ﭘﺮوﻣﮕﺎ)T-MEGp ﮓ وﻛﺘﻮرﻛﻠﻮﻧﻴﻨو
 ژﻧﻮﻣﻴﻚ ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ و وﻳﺒﺮﻳﻮﻛﻠﺮا AND. ﺷﺪ
. ﺪـــ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪﻧRCPﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ در  اﺳﺘﺨﺮاج و
از  iloc.E ﺑﺎﻛﺘﺮي )3ED(12 -LB و α5HD  ﻫﺎيﺳﻮش
 رﻫﺎيوﻛﺘﻮ. ﺪﻧﺪـــﺷﺮﻛﺖ اﻳﻨﻮﻳﺘﺮوژن و ﻧﻮاژن ﺗﻬﻴﻪ ﺷ
ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان  a82-TEp و T-MEGp
ﻗﺮار اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮرد وﻛﺘﻮرﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ و وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ 
ﺑﺎ  آﮔﺎر و  ﺑﺮاثBLﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ در ﻣﺤﻴﻂ . ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
ﺳﻴﮕﻤﺎ، ) ﺑﺪون ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ و( ﻣﺮك، آﻟﻤﺎن)ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ 
  .ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ( اﻳﺎﻻت ﻣﺘﺤﺪه آﻣﺮﻳﻜﺎ
  :ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ
 745ﺳﻮش  1Oﻠﺮا ﺑﺎﻛﺘﺮي وﻳﺒﺮﻳﻮﻛ ژﻧﻮﻣﻲAND
( 1270K،ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز، ﻟﻴﺘﻮاﻧﻲ ) ﺗﺠﺎريوﺳﻴﻠﻪ ﻛﻴﺖﻪ ﺑ
 رو د RCPوﺳﻴﻠﻪ واﻛﻨﺶ ﻪ  ﺑBtc  ژن. ﮔﺮدﻳﺪاﺳﺘﺨﺮاج
 49دﻣﺎي ( دﻧﺎﺗﻮره)ﻣﺮﺣﻠﻪ اول .  ﮔﺮدﻳﺪﺷﺮاﻳﻂ زﻳﺮ ﺗﻜﺜﻴﺮ
  ﺳﻴﻜﻞ03 دﻗﻴﻘﻪ، ﻣﺮﺣﻠﻪ دوم ﺷﺎﻣﻞ5درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ، اﺗﺼﺎل 54 درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 49دﻧﺎﺗﻮره در دﻣﺎي 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ و ﮔﺴﺘﺮش در 53 درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 85ﭘﺮاﻳﻤﺮ در دﻣﺎي 
دﻗﻴﻘﻪ و ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺳﻮم ﻳﺎ ﮔﺴﺘﺮش 1ﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت ر د27دﻣﺎي 
.  دﻗﻴﻘﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﻳﺪ5 درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 27ﻧﻬﺎﻳﻲ در دﻣﺎي 
  : اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ Btcﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎي زﻳﺮ 
TAGTATTTCGGAGGCAGCTG′5:BtcdrawroF
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  ′3TAATCATACCGTTT
 
 ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺷﺎﻣﻞ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي زﻳﺮﺗﻮاﻟﻲ ﻫﺎي 
  ژن،ﺑﻌﺪ از ﺗﻜﺜﻴﺮ. اﺳﺖΙHmaB  و  ΙlaS،IIdniH ﺑﺮش
 ،ﺎنآﻟﻤ روش،)RCP وﺳﻴﻠﻪ ﻛﻴﺖ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﻪ  ﺑBtc
 ysae T-MEGpو در وﻛﺘﻮر  ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪ( 10086623711
ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش در  دو. ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ( ﭘﺮوﻣﮕﺎ)
 ،اﻳﻦ دو ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش  ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪ وBtc ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو ژن
ﺑﺮاي . ﻧﻴﺰ ﻗﺮار داده ﺷﺪ4DaP  ﭘﻴﺸﺮو ژن در ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو و
 ﻧﻴﺰ در وﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ 4DaP ژن ، اﻳﻦ دو ژنﻓﻴﻮژ
ﺑﺎ  4DaP ﺑﺪﻳﻦ ﺻﻮرت ﻛﻪ ژن. دﻳﺪﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮ
 ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﺑﺎ  ژﻧﻮمANDاﺳﺘﻔﺎده از 
 ﻛﻪ IBCN در ﺑﺎﻧﻚ ژن  20223700CNﺷﻤﺎره دﺳﺘﺮﺳﻲ
ﺑﺎ از ﻣﻮﺳﺴﻪ واﻛﺴﻦ ﺳﺎزي و ﺳﺮم ﺳﺎزي رازي ﺗﻬﻴﻪ و 
 درﺟﻪ ﺑﻪ 49ﻣﺮﺣﻠﻪ دﻧﺎﺗﻮره دﻣﺎي : ﺷﺮاﻳﻂ زﻳﺮ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ
ﻮره در دﻧﺎﺗ:  ﺳﻴﻜﻞ03 دﻗﻴﻘﻪ، ﻣﺮﺣﻠﻪ دوم ﺷﺎﻣﻞ 5ﻣﺪت 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ، اﺗﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤﺮ در دﻣﺎي 54 درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 49دﻣﺎي 
ﺟﻪ ر د27 ﺛﺎﻧﻴﻪ و ﮔﺴﺘﺮش در دﻣﺎي 54 درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 06
 درﺟﻪ 27دﻗﻴﻘﻪ و ﻣﺮﺣﻠﻪ ﮔﺴﺘﺮش ﻧﻬﺎﻳﻲ در دﻣﺎي 1ﺑﻪ ﻣﺪت 
 زﻳﺮ  ﻫﺎيﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺎﺑ4DaP   ژن. ﮔﺮدﻳﺪ دﻗﻴﻘﻪ اﻧﺠﺎم 5ﺑﻪ ﻣﺪت 
  :ﺷﺪ ﺗﻜﺜﻴﺮ
  
ACCAGGACCAGGCCTAGG'5:4DAPdrawroF
 GCCAATACAGAAAGGGAACGTA
TAAAATTACTTCGAACCC′5:4DAPesreveR′3
            ′3 TTGCCCTAGTTCTTT
 و IHmaBﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش اﻳﻦ دو ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴـﺐ 
 ﺑﻌـﺪ از ﺟﺎﻳﮕـﺎه PGPG ﺗـﻮاﻟﻲ ﻟﻴﻨﻜـﺮ .ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲ IIIdniH
 ﺑﻌـﺪ از . در ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳـﺖ IHmaBﺑﺮش 
در  ﻛﻴـﺖ ﺗﺨﻠـﻴﺺ و  ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه ﺑﻪ وﺳـﻴﻠﻪ ،ﺗﻜﺜﻴﺮ
ﻗﻄﻌـﻪ . ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ ﺳـﺎزي ﮔﺮدﻳـﺪ ysae T-MEGpوﻛﺘـﻮر 
  ﺑــﻪ وﺳــﻴﻠﻪ آﻧــﺰﻳﻢ ﻫــﺎي4DaP-MEGpوارد ﺷــﺪه در 
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ .  ﺑﺮش داده ﺷـﺪ IIIdniH و IHmaB
ﻧﻴﺰ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﻫﻤﺎن دو آﻧﺰﻳﻢ ﺑـﺮش داده ﺷـﺪ  Btc-MEGp
ﻃﻮل  در.  ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪي از آن ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ4ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ  و
 ﻫﻤﻜﺎران                      ﺑﻼل ﺗﻘﻲ ﭘﻮر و                          ﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑ آﻧﺘﻲ4ﻛﻠﻮن، اﻣﺘﺰاج و ﺑﻴﺎن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
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    ﺑـ ــﻪ داﺧـ ــﻞ ﭘﻼﺳـ ــﻤﻴﺪ 4DaPﻪ ﻗﻄﻌـ ــ، ﻓﺮآﻳﻨـ ــﺪ اﻟﺤـ ــﺎق 
  ﺳ ــﺎزه. ﺗ ــﺎﻳﻲ وارد ﺷ ــﺪ 4 ﺑ ــﻪ ﺟ ــﺎي ﻗﻄﻌ ــﻪ Btc-MEGp
 ﺑﻌﺪ -4DaP-reknil pgpg-IHmaB-Btc -ΙlaS  IIIdniH
 ﺳـﻮش   iloc.E  ﺑﻪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي وﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪ  از ﻓﺮآﻳﻨﺪ اﺗﺼﺎل
 ﺑـﻪ داﺧـﻞ 4DaP-Btc ژن ﻓﻴﻮژ ﺷـﺪه . اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖ  α5HD
  .زﻳﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪ a82-TEp
 :ﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌ ﺑﻴﺎن و
 4DaP-Btcﺑﺮاي ﺑﻴﺎن ژن )3ED(12-LB  ﺳﻮش
   ﺑﻪ ﺳﻮش4DaP-Btcوﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  .اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
 ﺗﻚ ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ژن. اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖ )3ED(12-LB
 05lm/gu ﺷﺎﻣﻞ BL ﻣﺤﻴﻂ 01lmﻛﻠﻮﻧﻲ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ و در 
 ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ 051 mpr درﺟﻪ ﺑﺎ 73ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ در دﻣﺎي 
ﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ ﻛﺸﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮي در ﻣﺮ. ﺷﺒﺎﻧﻪ روز ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري ﺷﺪ
 05lm/gu ﺗﺎزه ﺷﺎﻣﻞ BL در ﻣﺤﻴﻂ 01 ﺑﻪ 1ﺑﺎ ﻧﺴﺒﺖ 
 73آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳﺴﻴﻦ ﺑﻪ ﻣﺪت دو ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 
.  در ﺷﻴﻜﺮ اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري ﺷﺪ051درﺟﻪ ﺑﺎ دور
 در ﻏﻠﻈﺖ GTPI ﺑﺎ 4DaP-Btcﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
ﺎي ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ رﺷﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ در دﻣ.  اﻟﻘﺎ ﺷﺪ1Mmﻧﻬﺎﻳﻲ 
 5  ﺑﻪ ﻣﺪت051mpr درﺟﻪ در ﺷﻴﻜﺮ اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺑﺎ دور 73
 imﺳﻠﻮل ﻫﺎ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ . ﺳﺎﻋﺖ اداﻣﻪ ﻳﺎﻓﺖ
رﺳﻮب ﺟﻤﻊ آوري .  ﺟﻤﻊ آوري ﺷﺪﻧﺪ(00041- 01 n)
و ( lCaN ,4OP2HaN )ﺷﺪه ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰﻛﻨﻨﺪه
 ﻟﻴﺰ (05w ﺛﺎﻧﻴﻪ ﺑﺎ ﺗﻮان 03 ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت4 )ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن
 در (tellep ) دوﺑﺎره رﺳﻮبﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻴﻮژ،. ﺷﺪ
ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻴﺰﻛﻨﻨﺪه ﺣﻞ ﺷﺪ و ﻣﺠﺪداً ﺑﺎ ﻫﻤﺎن 
ﺷﺎﻣﻞ ( ﺳﻮﭘﺮﻧﺎﺗﺎن)ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ . ﻣﺸﺨﺼﺎت ﺳﻮﻧﻴﻜﻴﺖ ﺷﺪ
 (tellep )ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻣﺤﻠﻮل در داﺧﻞ ﺳﻠﻮل و رﺳﻮب
ﺑﻌﺪ . ﺷﺎﻣﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﻣﺤﻠﻮل در داﺧﻞ ﺳﻠﻮل ﺑﻮد
  از ﺑﻴﺎن، ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ در ﻗﺴﻤﺖ ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل 
ﻣﺤﻠﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ اوره ﺑﺎ  ﻗﺴﻤﺖ ﻏﻴﺮ. ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
. ﻣﺤﻠﻮل ﺷﺪ( ﻋﺎﻣﻞ دﻧﺎﺗﻮره ﻛﻨﻨﺪه) ﻣﻮﻻر 6ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻬﺎﻳﻲ 
 ﻛﺸﺖ اوﻟﻴﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺮاي 05 ﺑﻪ 1 ﻣﻮﻻر ﺑﻪ ﻣﻘﺪار 6اوره 
. ﺣﻞ ﺷﺪن ﻗﺴﻤﺖ ﻏﻴﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖ
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي اﺗﺎق ﺷﻴﻚ ﺷﺪ و 
. آوري ﮔﺮدﻳﺪﻴﻮژ ﻣﺤﻠﻮل روﻳﻲ ﺟﻤﻊﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔ
 Nﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﺑﺮﭼﺴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻫﻴﺴﺘﻴﺪﻳﻦ واﻗﻊ در 
اﻳﻦ ﺑﺮﭼﺴﺐ ﺑﺮاي ﺗﺨﻠﻴﺺ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ . ﺗﺮﻣﻴﻨﺎل ﺑﻴﺎن ﮔﺮدﻳﺪ
ﺑﻌﺪ از ﻣﺤﻠﻮل . از ﺳﺘﻮن ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﺿﺮوري اﺳﺖ
 ﻣﻮﻻر از ﻣﻴﺎن ﺳﺘﻮن 6ﻛﺮدن ﻗﺴﻤﺖ ﻏﻴﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺎ اوره 
ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﺑﺎﻓﺮ ﻫﺎي ﺷﺴﺘﺸﻮي ﺳﺘﻮن . ﻧﻴﻜﻞ ﻋﺒﻮر داده ﺷﺪ
ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﻪ روش دﻧﺎﺗﻮره اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﺎ 
 .  آﻧﺎﻟﻴﺰ ﺷﺪﻧﺪEGAP-SDSژل 
  : وﺳﺘﺮن ﺑﻼت
 درﺻﺪ ﺑﻪ ﻏﺸﺎي 21EGAP-SDS ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ژل 
  درﺻﺪ5 (v/w )ﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖ و در ﺷﻴﺮ ﺧﺸﻚ
 3ﻏﺸﺎي ﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ . ﺑﻪ روش اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﺑﻠﻮﻛﻪ ﮔﺮدﻳﺪ
 ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺷﺪ و ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل T-SBP ﻧﻤﻜﻲ ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل
 ﻣﻮﺷﻲ رﻗﻴﻖ ﺷﺪه در aPآﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﭘﻠﻲ ﻛﻠﻮﻧﺎل ﺿﺪ 
 ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ 0052 ﺑﻪ1 ﺑﺎ ﻧﺴﺒﺖ T-SBP
در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻏﺸﺎي ﻧﻴﺘﺮوﺳﻠﻮﻟﺰ دوﺑﺎره . ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري ﺷﺪ
 ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ و ﺑﺎ T-SBP ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺑﺎ ﻣﺤﻠﻮل ﻧﻤﻜﻲ 3
( ﺳﻴﮕﻤﺎ)  ﻣﻮﺷﻲGgIﻣﺤﻠﻮل ﻛﻨﮋوﮔﻪ ﭘﺮاﻛﺴﻴﺪاز آﻧﺘﻲ 
 ﺑﻪ 1ﺑﺎ ﻧﺴﺒﺖ  T-SBPرﻗﻴﻖ ﺷﺪه در ﻣﺤﻠﻮل ﻧﻤﻜﻲ 
ﺳﺎﻋﺖ ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري ﮔﺮدﻳﺪ و ﻋﻤﻞ  1 ﺑﻪ ﻣﺪت 00001
ﺑﺮاي . ﺷﺴﺘﺸﻮ ﺑﺎ ﻫﻤﺎن روش ﻗﺒﻠﻲ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ
 ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ و ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﻣﺤﻠﻮل ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي
( PRH)ﻛﻪ در ﺣﻀﻮر ﭘﺮاﻛﺴﻴﺪاز ﺗﺮب ﻛﻮﻫﻲ   BAD
 .واﻛﻨﺶ ﻟﻮﻣﻴﻨﺴﺎﻧﺲ اﻧﺠﺎم ﻣﻲ دﻫﺪ، اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ
  
  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
  (4DaP-Btc-MEGp )ﺷﺪه ﻓﻴﻮژ ژن ﺳﺎﺧﺖ
ﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺮاي ـــﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ ﭘﺮاﻳﻤ RCP
اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و در )pb665(4DaP و  )pb604(Btcﻫﺎي ژن
 4DaPژن. ﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪﻫ ysae T-MEGp وﻛﺘﻮر
ﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ اﻣﺘﺰاج  ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ روش ﻫﻀBtc  ژن3'ﺑﻪ اﻧﺘﻬﺎي
 α5HDﺳﻮش اﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ داﺧﻞ . ﻳﺎﻓﺖ
 4DaP‐Btcوﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ .  اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺖiloc.E ﺑﺎﻛﺘﺮي
  (.2 و 1 وﻳﺮ ﺷﻤﺎرهﺎﺗﺼ) ﺗﺄﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ RCP ﻴﻠﻪ ﺑﻪ وﺳ
 2931ﺧﺮداد و ﺗﻴﺮ / 2، ﺷﻤﺎره 51 دوره/ ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد
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روي  RCP ﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮﻻتاﻟ :1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره
 4DaP‐Btc‐MEGp ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ازدرﺻﺪ  1 آﮔﺎروز ژل
  ﻮﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕ
: 3و2 ، ﺳﺘﻮن3611MS(ﻓﺮﻣﻨﺘﺎز )AND ﻣﺎرﻛﺮ: 1ﺳﺘﻮن
 pb )4DaPﭘﻴﺸﺮو   ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو وRCPﻣﺤﺼﻮﻻت 
 ﭘﻴﺸﺮو  ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺮو وRCPﻣﺤﺼﻮﻻت : 4، ﺳﺘﻮن(665
ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﺮاﻳﻤﺮ  RCP ﻣﺤﺼﻮل : 6و5 ﺳﺘﻮن، )pb604(Btc
 . (pb 279)  4DaP و ﭘﻴﺮو Btc ﭘﻴﺸﺮو
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  از ﺑـﺮش اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﻗﻄﻌـﺎت ﺣﺎﺻـﻞ  :2 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  درﺻﺪ آﮔﺎروز1ﺑﺮ روي ژل    4DaP-Btc-a82TEPدوﮔﺎﻧﻪ
ﺑﺮش دوﮔﺎﻧﻪ وﻛﺘﻮر ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪه ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از : 2 و 1 ﺳﺘﻮن
 از آن ﺧﺎرج pb 279ﻛﻪ ﻗﻄﻌﻪ  IIIdniHو ΙlaS  آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي
؛  وﻛﺘﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ را ﻧـﺸﺎن ﻣـﻲ دﻫـﺪ pb9635ﮔﺮدﻳﺪ و ﻗﻄﻌﻪ 
 (.611MSﻓﺮﻣﻨﺘﺎز،  )ANDﻣﺎرﻛﺮ : 3ﺳﺘﻮن
  : )4DaP-Btc-a82TEP( ﺎﻧﻲﺑﻴ وﻛﺘﻮر ﺖﺳﺎﺧ
 و ΙlaS ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي4DaP-Btc-MEGp  وﻛﺘﻮر
 ﺑﺮش داده ﺷﺪ و ﻗﻄﻌﺎت ﺣﺎﺻﻞ از ﺑﺮش ﺑﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ItoN
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ .  اﻧﺘﻘﺎل ﻳﺎﻓﺘﻨﺪ a82TEPﻣﺸﺎﺑﻪ در
 .ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه ﺑﺎ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ و ﺗﺄﻳﻴﺪ ﺷﺪ
 :4DaP-Btc  ﻛﺎﻳﻤﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ و ﺑﻴﺎن
ﻮش ـــﺮﻛﻴﺐ در ﺳـــ ﻧﻮﺗ4DaP-Btcﺌﻴﻦ ﭘﺮوﺗ
   ﺑﻴﺎن و روي ژلiloc.E  ﺑﺎﻛﺘﺮي)3ED(12-LB
  (. 3 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره) ﺷﺪ ران EGAP-SDS
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ در  4DaP-Btc ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻴﺎن :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  iloc .E ﺑﺎﻛﺘﺮي )3ED(12-LB ﺳﻮش
ﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﻛﻠﻮن: 2، ﺳﺘﻮنGTPIﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﺷﺪه ﺑﺎ  ﻛﻠﻮن: 1ﺳﺘﻮن
 ، ﺳﺘﻮن1760MSﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ : 3 ، ﺳﺘﻮن(ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ) ﺸﺪهﻧ
 ﻫﺎي ﻏﻴﺮ رﺳﻮب ﺟﺪا ﺷﺪه ﺑﻌﺪ از ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن ﺣﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ: 4
ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺟﺪا ﺷﺪه ﺑﻌﺪ از ﺳﻮﻧﻴﻜﺎﺳﻴﻮن : 5 ﻣﺤﻠﻮل ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﺳﺘﻮن
  .ﻫﺎي ﻣﺤﻠﻮل ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺣﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ
  
  
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻌﺪ از ﻣﺤﻠﻮل ﺳﺎزي ﺑﺎ اوره از 
   ﺳﺘﻮن ﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﻣﻴﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﻲﻃﺮﻳﻖ ﻋﺒﻮر از
  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه.  ﺗﺨﻠﻴﺺ ﮔﺮدﻳﺪ+2iN
.  ران ﺷﺪEGAP-SDSﺑﺮ روي ژل  )aDk54(4DaP-Btc
 ﺷﺪه از ﺳﺘﻮن ﺑﺎ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻤﻮﻧﻪ و ﺑﺎﻓﺮﻫﺎي ﻋﺒﻮر داده
 SEMو ﺑﺎﻓﺮ  5.4=HP ﺑﺎ E ﻫﺎيﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ ﺑﺎﻓﺮ
ﺗﺼﻮﻳﺮ ) ﻧﻤﻮدن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ از ﺳﺘﻮن ﻧﻴﻜﻞ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﺟﺪا
  (.4 رهﺷﻤﺎ
 ﻫﻤﻜﺎران                      ﺑﻼل ﺗﻘﻲ ﭘﻮر و                          ﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲژن ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻛﻨﻨﺪه ﺑ آﻧﺘﻲ4ﻛﻠﻮن، اﻣﺘﺰاج و ﺑﻴﺎن ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻧﺎﺣﻴﻪ 
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ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه از ﺳﺘﻮن  :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  +2iNﻛﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﻲ ﻣﻴﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﻲ
ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺟﻮد : 2 ، ﺳﺘﻮنC ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺟﻮد در ﺑﺎﻓﺮ: 1ﺳﺘﻮن
: 4 ، ﺳﺘﻮن1760MS ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ: 3 ، ﺳﺘﻮنD در ﺑﺎﻓﺮ
 ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺟﻮد در ﺑﺎﻓﺮ: 5 ، ﺳﺘﻮن Eﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺟﻮد در ﺑﺎﻓﺮ
  .SEM
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 آﻧﺎﻟﻴﺰ وﺳﺘﺮن ﺑﻼت ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ :5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  AP-ITNA ﺑﺎ 4DAP-BTC
: 2ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ، ﺳﺘﻮن  4DAP : 1ﺳﺘﻮن 
ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ : 3، ﺳﺘﻮن 1760MSﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ 
ﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل ﻪ ﻋﺑ ASB :4، ﺳﺘﻮن 4DaP-Btcﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ 
  .GTPIﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﻧﺸﺪه ﺑﺎ ﻛﻠﻮﻧﻲ: 5ن واﻛﻨﺶ، ﺳﺘﻮاﺳﺘﺎﻧﺪارد 
  :ﺑﻼت وﺳﺘﺮن ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺄﻳﻴﺪ
ﺑﺎدي  ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ آﻧﺘﻲ 4DaP-Btcﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ 
 در ﺳﻨﺠﺶ اﻳﻤﻨﻮﺑﻼت ﺑﻪ ﺻﻮرت aP ﺿﺪ ﭘﻠﻲ ﻛﻠﻮﻧﺎل
ﻳﻚ (. 5 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره)اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ 
 در اﻳﻤﻨﻮﺑﻼت 4DaP-Btcﺗﻚ ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
اﻳﻦ ﻣﻄﻠﺐ ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه ﻋﺪم ﺗﺠﺰﻳﻪ  ،ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ
 در اﻳﻦ آزﻣﺎﻳﺶ از ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ. ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ اﺳﺖ
  .  ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ4DaP
  
  :ﺑﺤﺚ
آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﻳﻚ ﺑﻴﻤﺎري ﺑﺎﻛﺘﺮﻳـﺎﻳﻲ ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ ﻛـﻪ 
ﺻﻨﻌﺘﻲ ﻣﺤـﺪود ﻣـﻲ ﺷـﺪ  ﺻﻨﻌﺘﻲ و ﻏﻴﺮ اواﻳﻞ ﺑﻪ ﺣﻴﻮاﻧﺎت 
 ﻋﺎﻣـﻞ وﻟﻲ در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ اﺳﺘﻔﺎده از آن ﺑﻪ ﻋﻨﻮان 
ﺗﺮور و ﻛﺸﺘﺎر اﻓﺮاد، ﺑﻪ ﻳﻚ ﻧﮕﺮاﻧـﻲ ﺟـﺪي ﺗﺒـﺪﻳﻞ ﺷـﺪه 
ﺑﺮاي ﺣﻞ اﻳﻦ ﻣﺸﻜﻞ ﺑﻪ ﻳـﻚ ﺑﺮﻧﺎﻣـﻪ واﻛـﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن . اﺳﺖ
واﻛــﺴﻦ ﻫـﺎي آﻧﺘ ــﺮاﻛﺲ ﻛــﻪ اﻣ ــﺮوزه . ﻗـﻮي ﻧﻴﺎزﻣﻨ ــﺪﻳﻢ
ﻣـﻮرد اﺛـﺮات ﺟـﺎﻧﺒﻲ و  ﻣﻮﺟﻮد ﻫـﺴﺘﻨﺪ ﻧﮕﺮاﻧـﻲ ﻫـﺎ را در 
ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ (. 81)ﻛﺎﻣﻞ آﻧﻬﺎ اﻓـﺰاﻳﺶ داده اﻧـﺪ  ﻏﻴﺮﺣﻔﺎﻇﺖ 
 و (AVA=debrosda eniccav xarhtnA )واﻛﺴﻦ ﻫـﺎي 
 ﺷـ ــﺎﻣﻞ =detattipicrep eniccav xarhtnA( )PVA
 و FE ، FL و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﻣﻘﺎدﻳﺮ ﻛﻤﺘﺮ از APﻣﻘﺪار ﻣﺘﻐﻴﺮ از 
ارزش (. 91) دﻳﮕــﺮ ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫــﺎي ﺗﺮﺷــﺤﻲ ﻣــﻲ ﺑﺎﺷــﻨﺪ 
ﺣﻔﺎﻇﺘﻲ اﻳﻦ دو واﻛﺴﻦ و واﻛﺴﻦ ﻫـﺎي ﻣـﺸﺎﺑﻪ ﺑـﻪ ﺧـﺎﻃﺮ 
ﺻـﺮف ﻧﻈـﺮ از روش اﻳﻤﻨـﻲ .  آﻧﻬﺎ ﻣﻲ ﺑﺎﺷـﺪ APﻣﺤﺘﻮاي 
زاﻳﻲ، ﭼﮕﻮﻧﮕﻲ ﺗﺤﻮﻳﻞ آﻧﺘﻲ ژن، ﻧـﻮع ادﺟﻮاﻧـﺖ و ﻧـﻮع 
ﺣﻴ ــﻮان ﻣ ــﻮرد اﺳ ــﺘﻔﺎده در اﻳﻤﻨ ــﻲ زاﻳ ــﻲ، ﻻزﻣ ــﻪ اﻳﻤﻨ ــﻲ 
ﺣﻔﺎﻇﺘﻲ در ﺑﺮاﺑﺮ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري، ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺎﺳﺦ ﻫﻤﻮرال ﺧﻨﺜـﻲ 
آﻧﺘـﻲ . ﺎ ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ ـــ ـ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ اﻳـﻦ روش ﻫ APﺪه ـــﻛﻨﻨ
ﺑﺎدي ﻫﺎي ﺧﻨﺜﻲ ﻛﻨﻨﺪه ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ ﭘﺎﺳﺦ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨـﻲ ﺑـﺮاي 
واﻛﺴﻦ ﻫﺎي ﻛﻼﺳﻴﻚ ﺑﺮ (. 02)ﺴﺘﻨﺪ ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻋﻠﻴﻪ ﺳﻢ ﻫ 
ﻧﻘـﺶ . ﭘﺎﺳﺦ ﻫﻤﻮرال اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ را اﻟﻘﺎ ﻣﻲ ﻛﻨﻨﺪ  APﭘﺎﻳﻪ 
ﺣﻔﺎﻇﺘﻲ ﺧﻨﺜﻲ ﺳﺎزي ﺳﻢ آﻧﺘﺮاﻛﺲ ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ آﻧﺘـﻲ ﺑـﺎدي 
 ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﺷـﺪه ﺑـﻪ وﺳـﻴﻠﻪ واﻛـﺴﻦ ﻫـﺎ، APاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﻋﻠﻴﻪ 
ﺗﻮﺳـ ــﻂ آزﻣﺎﻳـ ــﺸﺎت ﮔﻮﻧـ ــﺎﮔﻮﻧﻲ ﺑـ ــﺮ روي ﺣﻴﻮاﻧـ ــﺎت 
اﻳـﻦ آزﻣﺎﻳـﺸﺎت ﻧـﺸﺎن . آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎﻫﻲ اﺛﺒـﺎت ﺷـﺪه اﺳـﺖ 
 2931ﺧﺮداد و ﺗﻴﺮ / 2، ﺷﻤﺎره 51 دوره/ ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد
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دﻧﺪ ﻛﻪ ﺣﻴـﻮان آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎﻫﻲ در ﺑﺮاﺑـﺮ اﺳـﭙﻮر ﺑـﺎﻛﺘﺮي دا
  ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳـﻴﺲ ﺑﻌـﺪ از ﺗﻮﻟﻴـﺪ آﻧﺘـﻲ ﺑـﺎدي ﺣﻔﺎﻇـﺖ 
ﺑﺴﻴﺎري از ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻫﻤﺎﻫﻨﮓ دﻳﮕﺮ ﻧـﺸﺎن (. 12)ﻣﻲ ﺷﻮد 
دادﻧﺪ ﻛﻪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي ﻫﺎي ﻣﻮﻧﻮﻛﻠﻮﻧﺎل اﻧـﺴﺎﻧﻲ، ﻣﻴﻤـﻮﻧﻲ و 
 ﻫﺎي ﻧﺎﺷﻲ از  ﺑﺎﻋﺚ ﺣﻔﺎﻇﺖ ﻋﻠﻴﻪ ﻋﻔﻮﻧﺖaPﻣﻮﺷﻲ ﻋﻠﻴﻪ 
   . ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ در ﺣﻴﻮاﻧﺎتTEو TL
 ﻳﻌﻨﻲ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻣﺘﺼﻞ aPاﻧﺘﻬﺎي ﻛﺮﺑﻮﻛﺴﻴﻞ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
 ﺑﺮاي ورود ﺳﻢ ﺑﻪ )4DaP(ﺷﻮﻧﺪه ﺑﻪ رﺳﭙﺘﻮر ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن 
ﻪ ﺷـﺎﻣﻞ اﭘـﻲ ـــ ـﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺿـﺮوري اﺳـﺖ و اﻳـﻦ ﻧﺎﺣﻴ 
ﺗﻮﺟـﻪ  ﺑﺎ. ﺗﻮپ ﻫﺎي ﺣﻔﺎﻇﺘﻲ ﻏﺎﻟﺐ اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ 
 اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫـﺪف ﺟﺎﻟـﺐ و وﻳـﮋه 4ﺑﻪ اﻳﻦ ﻧﻜﺎت، ﻧﺎﺣﻴﻪ 
واﻛـﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن ﻣﻮﻛﻮﺳـﻲ . ﺮاي ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪا واﻛـﺴﻦ اﺳـﺖﺑـ
ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي و ﺣﺎﻓﻈﻪ اﻳﻤﻨﻮﻟﻮژﻳـﻚ در ﺑﺮاﺑـﺮ 
اﻳﻦ ﭘﺎﺳﺦ ﺑﺮاي ﭘـﺎﺗﻮژن ﻫـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ از . ﭘﺎﺗﻮژن ﻫﺎ ﻣﻲ ﺷﻮد 
ﻃﺮﻳﻖ ﻣﻌﺪه، روده و ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺗﻨﻔﺴﻲ وارد ﺑﺪن ﻣـﻲ ﺷـﻮﻧﺪ، 
 ﺑـﺎ ﻳـﻚ آﻧﺘـﻲ ژن Btcاﺳﺘﻔﺎده ﻫﻤﺰﻣـﺎن . ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻬﻢ اﺳﺖ 
   در ﺳ ــﻄﻮح ﻣﻮﻛﻮﺳــﻲ ﺑــﺪن GgIدﻳﮕ ــﺮ ﺑﺎﻋــﺚ ﺗﻮﻟﻴــﺪ 
  ازBtc ﺑﺮاي اﻳﺠﺎد اﻳﻦ ﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎ در ﺑﺪن، ﻋﺒـﻮر . ﻣﻲ ﺷﻮد
 1MGﺳﺪ ﻣﻮﻛﻮﺳـﻲ ﺑـﺎ اﺗـﺼﺎل ﺑـﻪ ﮔﻴﺮﻧـﺪه ﮔﺎﻧﮕﻠﻴﻮزﻳـﺪ 
 ﺑﻪ ﻋﻨﻮان آﻧﺘـﻲ ژن ﻣﻮﻛﻮﺳـﻲ Btcﺳﻄﺢ ﺳﻠﻮل ﺑﺮاي اراﺋﻪ 
(. 22) و اﻳﺠﺎد ﺧﺎﺻﻴﺖ ادﺟﻮاﻧﺘﻲ ﺿـﺮوري و ﻣﻬـﻢ اﺳـﺖ 
ﺠﺎم ﺷـﺪ و در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻛﺎﻳﻤﺮ ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ اﻧ 
 درﺟـﻪ 73دﻣـﺎي ﺑﻬﻴﻨـﻪ ﺑـﺮاي ﺑﻴـﺎن اﻳـﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ دﻣـﺎي 
ﺻﺤﺖ ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﻮﺳـﻂ . ﺳﺎﻧﺘﻴﮕﺮاد ﺗﻌﻴﻴﻦ ﮔﺮدﻳﺪ 
و وﺳﺘﺮن ﺑـﻼت ﻣـﻮرد ﺗﺄﻳﻴـﺪ  EGAP-SDSﺗﻜﻨﻴﻚ ﻫﺎي 
 ﻛﻴﻠـﻮ 54اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ داراي وزن ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ . ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ 
داﻟﺘﻮن اﺳﺖ و ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻧـﺎﻣﺤﻠﻮل در اﻳـﻦ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺑﻴـﺎن 
ي ﻣﺤﻠﻮل ﺳﺎزي اﻳـﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﭘﺎراﻣﺘﺮﻫـﺎي ﺑﺮا. ﻣﻲ ﮔﺮدد 
 ﺗﻐﻴﻴﺮ داده ﺷﺪ وﻟﻲ اﻳﻦ GTPIﻣﺨﺘﻠﻒ دﻣﺎ، زﻣﺎن و ﻣﻘﺪار 
ﺑﺮرﺳﻲ روي ﻣﺤﻠﻮل . ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻣﺤﻠﻮل ﺑﻴﺎن ﻧﺸﺪ 
ﺳﺎزي اﻳﻦ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﺎ ﺗﻐﻴﻴـﺮ ﻣﻴﺰﺑـﺎن ﺑﻴـﺎﻧﻲ در ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎت 
  .    ﺑﻌﺪي اﻧﺠﺎم ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ
  
 :ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
 و Btcﻣﻞ در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻓﻴـﻮژ ﺷـﺪه ﺷـﺎ 
ﺰاﻳﺶ ﺟـﺬب آﻧﺘـﻲ ژن ﻓﻴـﻮژ ﺷـﺪه در ـــ ـﺑـﺮاي اﻓ  ،4DaP
 و دﻳﮕﺮ ﺳﻄﻮح ﻣﻮﻛﻮﺳﻲ ﺑـﺪن و ﺳﻠﻮل ﻫﺎي اﭘﻴﺘﻠﻴﺎل روده 
 ﺑـﺎ iloc.E ﺑـﺎﻛﺘﺮي 12-LB ﺑﻬﺒﻮد ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ، در ﺳﻮش 
اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻳـﻚ ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪا . ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪ 
واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎري آﻧﺘﺮاﻛﺲ در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌـﺪي ﻣـﻮرد 
 .ﻲ زاﻳﻲ ﻗﺮار ﺧﻮاﻫﺪ ﮔﺮﻓﺖﺑﺮرﺳﻲ اﻳﻤﻨ
 
 :ﺗﺸﻜﺮ و ﻗﺪرداﻧﻲ
ﻣـﺼﻮب ﻣﺮﻛـﺰ  ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎﺗﻲ  ﻃـﺮح  ﻗﺎﻟـﺐ  در ﻃـﺮح  اﻳﻦ
 ﺑـﺎ و (ع)ﺟـﺎﻣﻊ اﻣـﺎم ﺣـﺴﻴﻦ  ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎت ﻋﻠـﻮم زﻳـﺴﺘﻲ داﻧـﺸﮕﺎه
 و ﺗﻘـﺪﻳﺮ  ﻣﺮاﺗـﺐ . اﺳـﺖ  ﺷـﺪه  اﻧﺠـﺎم  اﻳـﻦ ﻣﺮﻛـﺰ  ﻣﺎﻟﻲ ﺣﻤﺎﻳﺖ
 را ﭘﮋوﻫـﺸﮕﺮ  ﻃـﺮح  اﻳـﻦ  اﻧﺠـﺎم  در ﻛـﻪ  ﻛﻠﻴﻪ ﻋﺰﻳﺰاﻧﻲ  از ﺗﺸﻜﺮ
   .ددﻳﺎري ﻧﻤﻮدﻧﺪ، اﺑﺮاز ﻣﻲ ﮔﺮ
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Background and aims:  The combination or genetic connection of the antigens with cholera 
toxin B (ctB) subunit creates a strong mucosal antibody response. The aim of this study was to 
connect ctB to protein in domain 4 encoding gene of Protein arginine Domainases (PaD4) to 
express chimeric protein as a candidate vaccine against anthrax. 
Methods: In this experimental study, polymerase chain reaction (PCR) using specific primers 
for genes ctB and PaD4 was performed and amplified genes were cloned separately in PGEM-T 
easy vector. Then, PaD4 gene was connected to the 3' end of ctB by the enzymatic digestion 
method and then, ctB-PaD4 fusion genes were sub-cloned into the pET28a. The strain BL21 of 
E. coli bacteria was transformed by the recombinant vector. The expressed chimeric protein was 
induced by Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside and evaluated by sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot techniques.  
Results: CtB-PaD4 fusion gene was constructed, confirmed by PCR techniques, and sequencing. 
This gene was expressed in the E. coli bacteria of strain BL21 at optimum temperature of 37°C, 
and the chimeric protein was produced successfully. The bond in this protein was confirmed by 
Western blot technique and SDS.PAGE. 
Conclusion: After immunogenicity assay, this recombinant protein can be used as a new and 
effective chimeric subunit vaccine against Bacillus anthraces for oral or nasal consumption in 
future studies. 
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